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(57) Abstract 

Nod factors of general formula (I), wherein Ri, R2 and R3 are a hydrogen atom, a carbamyl group or an acetyl group; 
R5 is the aliphatic chain of a fatty acid; n is 1-4; and one or more of substituents Rj, R? and R3 is a carbamyl group, and/or 
R4 is a methyl group, and/or R^ is an optionally substituted monosaccharide or oligosaccharide attached to the glucosamine 
via a glycoside bond. 

(57) Abrege 

L'invention est relative a des facteurs Nod, de formule generaie (1) dans laquelle: R|, R2 et R3 representent un atome 
d'hydrogene, ou un groupe carbamyle ou un groupe acetyle; R5 represente la chaine aliphatique d'un acide gras; n est com- 
pris entre 1 et 4; et un ou plusieurs des substituants Rj, R3 ou R3 est un groupe carbamyle, et/ou R4 represente un groupe 
methyle, et/ou R5 represente un monosaccharide ou un oligosaccharide, eventuellement substitues, lies a la glucosamine par 
liaison glycosidique. 
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SIGNAUX DE NODULATION DE RHIZOBIACEAE A LARGE SPECTRE 
D ' HOTE . 

L' Invention est relative a I'obtention de nou- 
veaux signaux de nodulation (facteurs Nod) a large 
5 spectre d'hote. 

Des bacteries du sol appartenant aux genres 
Azorhizohium, Bradyrhizobiuxn, Sinorhizohium et Rhizohium, 
(designees sous le terme general de Rhizohia) sont 
capables d'interagir avec les racines des legumineuses 

10 pour former des nodules dans lesquels elles fixent 
1' azote atmospherique . Toutefois, seules certaines combi- 
naisons bacteries/plantes conduisent a la nodulation, et 
la specif icite d'hote des Rhizobia varie de fagon impor- 
tante [LONG, Cell. 56, 203 (1989)] ; [MARTINEZ et al • , 

15 Crit, Rev. Plant Sci . , 23, 483 (1990)] ; [DENARIE et al . , 
in Molecular Signals in Plant-Microbe Communications, 
D.P.S. Venna Ed. p. 295-324 (CRC Press, Boca Raton, 
1992 )] . Certains Rhizobia (par exemple R. leguminosariim 
et R, meliloti) . ne nodulent qu'un petit nombre d'especes 

2 0 de legumineuses, alors qu * au contraire, d'autres ont un 
spectre d'hote plus large et peuvent s'associer avec de 
nombreuses plantes . 

La formation des nodules resulte de 
1 ' expression coordonnee de genes de la plante et de genes 

25 de la bacterie. L' expression des genes de nodulation 
rhizobiaux {nod) est controlee par des genes nodD de 
regulation, dont les produits sont actives par des flavo- 
noldes secretes par les racines des plantes. La capacite 
des proteines NodD a interagir avec les flavonoides de 

30 plantes de fagon specifique definit un premier niveau de 
specificite d'hote. 

II existe en outre deux categories de genes 
nod structuraux : les genes communs et les genes speci- 
f iques . Les genes nodABC sont coimnuns a tous les 

35 Rhizohia, tandis que des genes nod specif iques d'espece 
sont les determinants majeurs de la specificite d'hote. 
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II a ete montre que, a la fois, les genes nod communs et 
les genes nod specif iques sont impliques dans la produc- 
tion de facteurs Nod extracellulaires qui provoquent la 
deformation de polls racinaires chez les legumineuses . 
5 Certains des Inventeurs ont identifie chez R. meliloti 
des facteurs Nod, denoiranes NodRm, qui sont des structures 
lipo-oligosaccharidiques , dont la biosynthese est sous le 
controle des genes coiranuns nodABC, et qui sont des 
oligomeres de glucosamines liees entre elles par des 

10 liaisons p-1,4, N-acyles sur la glucosamine terminale non 
reductrice et N-acetyles sur les autres residus glucosa- 
mine (Demande PCT FR/9100283 aux noms de 1 ' INSTITUT 
NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE et du CENTRE 
NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE ) . La specif icite 

15 d'hote est ensuite determinee par la nature des substi- 
tuants portes par ce squelette commun. Chez R, meliloti , 
la fonction des genes majeurs de specif icite d*h6te {nodH 
et nodPQ) est de determiner la sulfatation de ces 
facteurs lipo-oligosaccharidiques [ROCHE et al . , Cell, 

20 67, 1131 (1991)], tandis que chez R. leguminosarum, les 
genes nodFE controlent la synthese d'un residu lipidique 
hautement insature [SPAINK et al . , Nature, 3 54, 12 5, 
(1991) ] . 

La so.uche de Rhizobium sp . NGR234 occupe une 
25 place unique chez les symbiotes des legumineuses ; elle 
possede en effet le spectre d'hote le plus large de 
toutes les Rhizohia connues , et actuellement , on sait 
qu'elle provoque la nodulation de plus de 60 especes de 
legumineuses. On compte en particulier parmi ces hotes, 
3 0 la plupart des legumineuses presentant un important 
interet commercial, tels que par ' exemple le soja ou 
I'arachide. Le Rhizobium NGR234 peut en outre provoquer 
la nodulation de plantes n ' appartenant pas aux legumi- 
neuses, telles que par exemple, Parasponia. andersonii . 
35 Les Inventeurs ont cherche a isoler et a iden- 

tifier les facteurs Nod responsables du large spectre 
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d'hote de Rhizohium sp . NGR234, et sont parvenus a carac- 
teriser une nouvelle famille de facteurs Nod, denommes 
facteurs NodNGR. Ces facteurs NodNGR sont des lipo-oligo- 
saccharides qui appartiennent a la meme famille que les 
5 facteurs NodRm deja decrits par certains des Inventeurs 
(Demande PCT FR/9100283), mais presentent egalement des 
caracteristiques structurales qui permettent de les dif- 
ferencier des facteurs Nod Rm. 

Premierement , leur residu glucosamine teirminal 
10 reducteur est substitue en C6 par un autre sucre ; 

Deuxiemement , leur glucosamine terminale non 
reductrice peut etre esterifiee par un ou plusieurs- 
groupes carbamyle ; 

Troisiemement , I'atome d* azote qui est substi- 
15 tue par I'acide gras a longue chaine est egalement 
methyle. 

En outre, les Inventeurs ont etudie la struc- 
ture des facteurs Nod produits par diverses souches de 
Rhizobiacees , d'origine geographique tres differente, et 

20 symbiotiques des hotes les plus varies, comme Rhizobium 
tropici qui nodule les haricots et Leucaena, 
Sinorhizohium fredii qui nodule le soja, et Azorhizoblum 
caulinodans symbiote de Sesbania . lis ont constate que 
les facteurs Nod produits par ces differentes souches 

25 possedaient au moins une des particularites structurales 
observees pour les facteurs NodNGR, telle que la presence 
d'un Sucre sur la glucosamine terminale reductrice 
(Sinorhizobium fredii, Azorhizobium caulinodans, 

Rhizobium phaseoli) , ou d'un groupement N-methyle sur la 

30, glucosamine terminale non-reductrice {Rhizobium tropici, 
Azorhizobium caulinodans) . 

Les nouveaux facteurs Nod conformes a 
1' Invention qui presentent au moins une des trois carac- 
teristiques scructurelles mentionnees ci-dessus, seront 

35 denommes ci-apres, de maniere generale, facteurs Nod de 
type NodNGR. 
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Les facceurs Nod de type NodNGR obtenus a 
partir de NGR234 seronc plus particulierement: denommes 
ci-apres facteurs NodNGR. Des facteurs Nod obtenus a r 
partir des autres souches etudiees par les Inventeurs, et 
5 possedant au moins I'une de ces caracteristiques sont 
representatif 5 des facteurs Nod de type NodNGR. II 
apparait que 1 ' origins des facteurs Nod de type NodNGR 
peut etre tres varies 

La presents Invention a pour objet' des 
10 facteurs Nod de formule generale (I) ci-apres : 




dans laquelle : 

- R2_/ R2 et R3 representent un atome 
25 d'hydrogene, ou un groupe carbamyle ou un groupe 

acetyle ; 

- R5 represente la chaine aliphatique d'un 

acide gras ; 

- n est compris entre 1 et 4 , 
30 et caracterises en ce que : 

- un ou plusieurs des substituants R^/ R2 ou 
R3 est un groupe carbamyle, et/ou 

- R^ represente un groupe methyle , et/ou 

- Rg represente un monosaccharide ou un oligo- 
35 saccharide, evencuellemenc substitues, lies a la glucosa- 
mine par liaison glycosidique . 
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Selon un mode de realisation prefers de la 
presents Invention, Rq represents la chaine aliphatique 
d'un acids gras en C3_o-24' preference C]_4_20- 

Selon une modalite preferee de ce mode de rea- 
5 lisation, R5 represence la chaine aliphatique de 1 ' acide 
vaccenigue ou de 1' acide palmitique, 

L* acide vaccenique et 1' acide palmitique sent 
les substituants majeurs observes dans les preparations 
de facteurs NodNGR obtenus a partir de Rhlzohiwn NGR234 ; 
10 toutefois, une grande variete d'acides gras, variant tant 
par le nombre d'atomes de carbone de la chaine alipha- 
tique, que par son degre d * insaturation, ou par la pre- 
sence sur ladite chaine aliphatique de substituants tels 
que des groupes hydroxyle, a ete observee ; aucune 
15 influence de ces variations sur I'activite des facteurs 
NodNGR n'a ete constatee par les Inventeurs. 

Selon encore un autre mode de realisation 
prefere de la presente Invention, Rg est choisi parmi le 
groupe de monosaccharides comprenant le fucose et 
20 I'arabinose eventuellement substitues. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, Rg repond a la formule generale (II) : 



25 



30 



ORio 




(II) 



35 



dans laquelle : 

- R7 et R3 representent un atome d'hydrogene, 
un groupe acetyls ou un groupe sulfate. 

- Rn^Q represente un atome d ' hydrogene ou un 
groupe methyie 
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Selon une modalite preferee de cette disposi- 
tion, R7 est un atome d'hydrogene et Rg un groupe 
sulfate. 

Selon une autre modalite preferee de cette 
5 disposition, R7 est un groupe acetyle et Rg un atome 
d ' hydrogene . 

Selon encore une autre modalite preferee de 
cette disposition, R7 et Rg sont tous deux des atomes 
d ' hydrogene . 

10 Les facteurs NodNGR appartiennent a la meme 

famine de molecules que les facteurs NodRm purifies a 
partir de R, meliloti: tous possedent le squelette commun 
de residus de D-glucosamine lies entre eux par des 
liaisons P-1,4, N-acyle sur la glucosamine terminale non 

15 reductrice et N-acetyle sur les autres residus. Ces simi- 
larites de structure recoupent les observations faites 
precedemment par certains des Inventeurs et confirment 
que chez tous les Rhizohia, la fonction des genes nodABC 
est de controler la synthese d'une ossature 

.2 0 d'oligo-chitosane N-acylee et N-acetylee, Les travaux des 
Inventeurs mettent done en evidence 1 * appartenance de 
facteurs Nod de toutes les Rhizobiaceae a la meme famille 
chimique. 

Dans les facteurs NodRm, la chaine d'acide 
25 gras contient au moins une double liaison conjuguee qui 
semble jouer un role essentiel pour 1' induction de 
meristemes nodulaires ; au contraire, les facteurs NodNGR 
sont N-acyles par de I'acide vaccenique ou de I'acide 
palmitique, et ne possedent done pas de double liaison 
30 conjuguee. Dans les facteurs NodNGR, 1' atome d' azote qui 
est substitue par I'acide gras a longue chaine est egale- 
ment methyle. Ces observations permettent d'emettre 
I'hypothese que certaines activites biologiques des 
lipo-oligosaccharides de type Nod exigeraient une 
35 configuration de structure definie a la jonction entre la 
partie lipidique et 1 'ossature saccharidique . Ces condi- 
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tions de structure seraient assurees par la double 
liaison conjuguee dans un cas, et par le groupement 
N-methyle dans 1* autre cas . 

La famille des facteurs NodNGR est tres 
5 etendue. L' analyse par spectrometrie de masse utilisant 
I'ionisation par bombardement d'atomes rapides (FAB-MS) 
ainsi que 1' analyse par resonance magnetique nucleaire 
ont montre 1' existence de variations suivantes dans les 
substituants : 

10 1) Le residu de 2 -O-methyl-f ucose peut etre 

non substitue ou bien il peut etre sulfate en 0-3 ou 
acetyle en 0-4 ; 

2) L'atome d' azote de la glucosamine terminale 
non reductrice peut etre acyle par I'acide palmitique^ ou 

15 bien par I'acide vaccenique ; 

3) Le nombre de substituants carbamyle sur la 
glucosamine terminale non reductrice varie entre aucun. et 
deux , 

Les combinaisons de ces differentes substitu- 

20 tions possibles conduisent a au moins 18 (=3x2 x. 3) 
structures possibles si les sites de substitutions 
carbamyles sont fixes, et leur nombre peut meme etre plus 
grand dans la mesure ou le ou les sites de substitution 
par les groupes carbamyle peuvent varier entre les 

25 positions 0-3, 0-4, et 0-5, On peut raisonnablement 
supposer que c'est notamment cette diversite de struc- 
tures qui est responsable du large spectre d'hote des 
facteurs NodNGR. 

L' Invention a egalement pour objet des souches 

3 0 de Rhizobia surproduct rices de facteurs de type NodNGR, 
caracterisees en ce qu'elles contiennent au moins un 
plasmide recombinant exprimant un gene de regulation nodjD 
de NGR234, et en particulier une souche de Rhizohium 
NGR234 surproductrice de facteurs Nod, obtenue en 

35 introduisant dans NGR234 un plasmide multicopie 
recombinant denomme pA2 8. exprimant un gene de regulation 
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nodD de NGR234, afin d'augmenter le nombre de copies de 
ce gene, ce qui a pour effet de multiplier par au moins 
10 la quantite de facteurs Nod produite. 

L* Invention englobe egalement des plasmides 
5 recombinants portant le gene de regulation nodDl de 
NGR234 et en particulier le plasmide pA28 qui resulte de 
1' insertion d ' un fragment EcoRl-Pstl du plasmide pNGRH6 
[BASSAM et al . Mol . Plant-Microbe Interact, 1, 
161,(1988)], portant la region nodDl de NGR234, dans le 
10 plasmide pRK7813 [JONES and GUTTERSON, Gene, 61, 299-306. 
(1987) ] . 

L' Invention concerne egalement un precede de 
production de facteurs NodNGR ou de type NodNGR, lequel 
precede est caracterise en ce gu'il comprend une etape au 
15 cours de laquelle on precede a la mise en culture d*au 
moins une souche de Rhizohia productrice desdits facteurs 
Nod. 

De preference, on choisira une souche dans 
laquelle un plasmide conforme a 1* Invention a ete 

2 0 introduit. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
precede de production de facteurs de type NodNGR conforme 
a 1' invention, il comprend en outre, une etape au cours 
de laquelle on extrait, a partir de ladite culture de 
25 souches de Rhizobia, une ou plusieurs fractions compre- 
nant lesdits facteurs. 

Selon une disposition pref eree de ce mode . de 
mise en oeuvre, les facteurs NodNGR sent extraits a 
partir du surnageant de culture, par chromatographie en 

3 0 phase inverse, par absorption sur une colonne de silice 

sur laquelle sont greffes des groupements hydrophobes, 
comme des residus octadecyle, suivie d'une elution par du 
methanol . 

La presente Invention a egalement pour objet 
3 5 un agent de trait ement de plant es comprenant en tant que 
constituant actif , au moins- un facteur NodNGR ou de type 
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NodNGR tel que defini plus haut, et qui est utilisable en 
particulier : 

- coiDine un agent de stimulation des proprietes 
symbiotiques des legumineuses , notamment a 1 ' egard de la 

5 fixation d 'azote; 

- comme un agent de stimulation des mecanismes 
de defense des plantes contre les pathogenes . 

Pref erentiellement , ledit agent de traitement 
des plantes comprend un melange de facteurs NodNGR et/ou 
10 de facteurs de type NodNGR. Avantageusement , il peut 
egalement comprendre d'autres facteurs Nod, par exemple 
des facteurs de type NodRm. 

Selon un mode de realisation avantageux de 
1 ' agent de traitement de plantes conforme a la presente 
15 Invention, celui-ci est inclus dans un support solide, 
tel que des granules, ou bien formule sous la forme d ' une 
composition d'enrobage de graines ou d * une solution ou 
suspension agueuse pour pulverisation, dans laquelle un 
ou des facteurs Nod conformes a 1 ' Invention sont presents 
20 seuls ou associes a d*autres constituants , tels que par 
exemple d'autres facteurs Nod. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de 1 ' agent de traitement de plantes conforme a la 
presente Invention, un facteur ou chacun des constituants 
25 d ' un melange de facteurs Nod conformes a 1* Invention 
sont presents dans les compositions d * enrobage ou les 
solutions ou suspensions aqueuses, a une concentration 
comprise entre 10"^ M et 10"^"^ M. 

La presente Invention a en outre pour objet un 
3 0 agent therapeutique , comprenant en tant que constituant 
actif au moins un facteur NodNGR ou de type NodNGR tel 
que defini plus haut . 

Selon un mode de realisation avantageux de cet 
agent therapeutique, ledit facteur est present dans 
•35 1 ' agent therapeutique a une concentration comprise entre 
10"^ M et 10"^ M. 
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Outre les dispositions qui precedent, 
1' Invention comprend encore d'autres dispositions qui 
ressortiront de la description qui va suivre , 

II doit etre bien entendu, toutefois que ces 
5 exemples, ainsi que les dessins annexes, sont donnes uni- 
quement a titre d ' illustration de I'objet de 1» Invention, 
dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 
EXEMPIiE 1 : QBTENTIQN D ' UNE SQUCHE DE BACTBRIES 
RHIZOBTACEES SURPRGPnCTRICE DE FACTETJRS NodNGR 
10 La manipulation de la souche NGR234 et de son 

ADN a ete effectuee comme decrit par BROUGHTON et al . 
(Arch. Microbiol. 141, 14 (1985) et PERRET et al (Proc. 
Natl. Acad. Sci. 88, 1923 (1991), ou en utilisant des 
techniques classiques (J. SAMBROOK et al . , Molecular 
15 Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989) . 

Un fragment EcoRl de 2 , 9kb contenant la region 
nodDl de rTOG234 a ete excise du plasmide pNGRHS [BASSAM 
et al . , Mol . , Plant-Microbe Interact. 1, 161, (1988)] 
20 puis digere par Pstl. Le fragment resultant EcoRl-Pstl de 
2,2 kb a ete clone dans pRK7813 au site Pstl pour donner 
le plasmide pA28. pA28 est reintroduit dans Rhizobiixm 
sp. NGR234 (Rif^) par conjugaison. La souche resultante 
NGR(pA28) est surproductrice de facteurs Nod. Elle est 
2 5 Nod"*" sur L. leucocephala, M. atropurpureum, et 
V. unguiculata . La figure 1 represente la carte de 
restriction du fragment EcoRl . Les sites de restriction 
sont designes comme suit : 

B = BainHl, C = Cial , E = JE7COR1 , P = Pstl, 
30 S = Sstl. 



35 
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EXEMPLE 2 : PURIFICATION PES FACTEURS NodNGR 

Les bacteries NGR234 ou NGR234(pA28) sont 
mises en culture a 27 *C sur milieu B+D (W.J. BROUGHTON 
and M.J. DILWORTH, Biochem. J. 125, 1075 (1971) contenant 
5 12 mM de succinate, 6 mM de glutamate, 1 ml /litre de 
solution de vitamine B5 GAMBORG (Sigma, St. Louis, 
Mo) (= RMM3 ) , jusqu'a la fin de la phase logarithmique , 

Pour 1' analyse par chroma tographie en couche 
mince, 30 ml de bacteries (NGR 234) en culture sont 

10 induites avec 10"^ M d'apigenine, qui est un inducteur de 
1' expression des genes nodD de NGR234, en presence de 
l|iCi/ml de sulfate de sodium marque au soufre 35, ou 
d' acetate de sodium marque au carbone 14. 

Les surnageants sont extraits sur des car- 

15 touches SEPPAK C^g (Waters Assoc., Milford, MA), laves 
avec de 1 ' eau distillee et elues au methanol. Les 
extraits methanoliques concentres sont deposes sur des 
plaques de SILICAGEL 60 G (MERCK, DARMSTADT) ; la chroma- 
tographie est effectuee dans un melange chloro- 

2 0 forme : methanol : 5 M NH4OH (5:4:1 en volume)/ et la plaque 
deposee sur un film FUJI RX (Fuji Photo Film Co, TOKYO) ... 

L' induction des genes nod par 10~^M 
d'apigenine en presence d' acetate marque au -^^C ou de 
sulfate marque au -^^S donne deux taches radioactives sur 

25 des plaques de CCM. L' extraction des principes actifs 
contenus dans I'une et 1* autre de ces taches permet 
I'obtention de substances qui deforment les polls 
racinaires de Macroptilium . Ceci montre que NGR234 
secrete des facteurs Nod contenant du soufre. En 

30 revanche, aucune tache ne peut etre detectee a partir 
d'un derive de NGR234 dans lequel les genes nodABC ont 
ete deletes. D' autre part, si 1 ' on augmente le nombre de 
copies du gene nodDl (gene regulateur) en introduisant le 
plasmide pA28 dans NGR234, on observe un accroissement de 

35 production de facceurs Nod, la quantite produite etant 
multipliee par 5 a 10. 
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Pour 1* analyse chimique, les facteurs Nod ont 
ete isoles a partir du surnageant de cultures de NGR234 
contenant le plasmide pA28, apres induction par 
I'apigenine. Cette production a plus grande echelle est 
5 effectuee a partir de 50 litres de culture de bacteries 
MGR234{pA28) prealablement induites par I'apigenine dans 
du milieu RMM3 . Le materiel lipophile est recupere sur 
une colonne phase inverse C^g (LICHROSORB-18 , 40^1, MERCK, 
DARMSTADT) , La colonne est lavee avec 50 fois son volume 

10 d'eau distillee et eluee par 10 volumes de methanol- La 
solution methanolique est evaporee sous vide et diluee 
par 100 ml d'eau distillee. Apres filtration, la solution 
aqueuse est extraite par 50 ml d' acetate d*ethyle pour 
extraire en particulier I'apigenine. La solution aqueuse 

15 est concentree et les composes hydrosolubles sont separes 
par HPLC preparative sur une colonne C^^s phase 
inverse. L*elution est suivie a 2 05 nm. Le solvant est un 
gradient d * acetonitrile dans I'eau. 

Deux pics majeurs denommes fractions A et B 

20 ont ete collectes de la sorte. La fraction A (0,3 mg/1 de 
la culture de depart) co-elue avec le materiel provenant 
de la culture marquee au soufre 35, alors que la fraction 
B (0,5 mg/1 de la culture originelle) n'est pas marquee 
dans ces conditions. La comparaison des activites biolo- 

25 giques de ces deux fractions est decrite ci-dessous, a 
1 * exemple 4 . 

EXEMPLE 3 : CARACTERISATION DES FACTEURS NodNGR 

L'hydrolyse par I'acide trif luoroacetique (4 M 
pendant 4 heures a 100 *C) de chacune des deux fractions 

30 libere des sucres et des acides gras . Les sucres ont ete 
identifies comme etant la D-glucosamine, la 
N-methyl-D-glucosamine, et le 2 -O-methyl-L-f ucose, que ce 
soit par chromatographie en phase vapeur, par spectrome- 
trie de masse, (CPV-SM) de leur derives d' acetate 

3 5 d'alditol, ou bien par analyse en chromatographie en 
phase gazeuse de leur ( + ) -2 -butanol-glycosides . Deux 
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acides ont ete identifies ; le composant le plus impor- 
tant coirane etant I'acide vaccenique (acide 
11-Z-octadecenoique) pendant que le composant mineur 
(environ 20% du total) a ete identifie comme etant 
5 1' acide palmitique. L' existence d'un squelette commun 
constitue d'oligomeres pentameriques de N-acetyl- 
glucosamine, portant plusieurs substituants a ete deduite 
du spectre de masse FAB qui fait apparaitre des series 
d'ions separees par 203 unites de masse (masse 

10 moleculaire d'un residu N-acetyl-glucosamine) • 

La fraction A est un melange de plusieurs 
composes sulfates, comme le confirme la facilite avec 
lequel le radical SO3 est perdu en mode ion positif. Le 
poids moleculaire du composant majeur, deduit du spectre 

15 d'ions negatifs, est de 1595. D'autres composant s dont la 
masse est inferieure de 43 ou de 2 6 unites de masse, ou 
une combinaison des deux, ont ete detectes, Cette 
derniere difference correspond a celle qui existe entre 
le poids moleculaire de 1' acide vaccenique et le poids 

2 0 moleculaire de 1 ' acide palmitique. De meme, la difference 
de 43 unites de masse, qui etait repetee deux fois, a ete 
attribuee a la presence ou 1' absence de groupes CO-NH 
supplementaires (residus carbamyles). Le fait que cette 
empreinte de trois pics separes par 43 unites de masse 

25 accompagnes de pics satellites distants de 26 unites de 
masse soit observee a chaque rupture de liaison 
glycosidique en mode d*ions positifs (formation d*ions 
oxenium) justifie la localisation des groupements 
carbamyles sur la glucosamine terminale non reductrice. 

30 De plus, si 1 ' on soustrait de la masse des ions oxeniums 
a m/z 440, 483, et 525 la masse d'un residu vaccenyle 
(cetene) et, selon les cas, celle de zero, un ou deux 
groupes carbamyles (43 unites de masse) , on obtient la 
masse de 1 ' ion oxenium d'une methyl-glucosamine . Ceci 

35 permet de localiser la N-methyl -glucosamine a I'extremite 
non reductrice de 1 ' oligosaccharide . 
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La fraction B est aussi un melange. Deux 
composants majeurs ont ete identifies (poids moleculaires 
respectifs 1557 et 1515), La difference de 42 unites de 
masse entre ces deux composants suggere que le second est 
5 une forme monoacetylee du premier. D* autre part, comme 
dans la fraction A, d'autres composants dans lesquels la 
masse est plus faible de 43 ou 26 unites de masse sont 
egalement presents. Comme pour les composes de la frac- 
tion A, les groupes carbamyles sont localises sur la N- 
10 methyl -glucosamine terminale non reductrice portant le 
groupe N-acyle. Par centre le groupe acetyle additionnel 
n'etant present dans aucun des ions oxeniums observes, 
celui-ci est localise pres de I'extremite reductrice. 

Le spectre de RMN du carbone 13 est. compatible 
15 avec la presence de groupes carbamyles (5 = 161,09, 160,62 
et 159,80 ppm) et celle des autres substituants decrits 
precedemment . Le spectre de RMN du proton attribue des 
configurations P pour les liaisons entre glucosamines et 
a pour la liaison entre le 2-O-methyl fucose et la gluco- 
2 0 samine reductrice. Le spectre COSY montre une correlation 
entre H-5 du fucose et un proton deblinde a 5 = 4,53 ppm 
pour les composes de la fraction B. Ceci permet 
d'attribuer la position du groupe acetyle comme etant 
situe en 0-4 du 2 -O-methyl-f ucose . Parallelement , le 
2 5 spectre COSY des composes de la fraction A montre une 
correlation entre H-2 du 2 -0-methyl- fucose (3,67 ppm) et 
le proton H-3 deblinde a 5 = 4,65 ppm, permettant de 
localiser le groupe sulfate sur 0-3 du 2-O-methyl-f ucose . 
Cette derniere attribution est confirmee par 1 ' analyse 
30 des sucres obtenus par hydrolyse de la fraction A reduite 
et permethylee, montrant la presence de dimethyl-2 , 4- 
f ucose. De plus, 1 ' identification de trimethyl 1,2,3,5 
glucosaminitol dans les produits d* hydrolyse des frac- 
tions A ou B reduites et permethylees permettent 
35 d'af firmer que le methyl - fucose est glycosidiquement lie 
sur 0-6 de la glucosamine reductrice. Enfin, cette 



BNSDOCID: <WO 9400466A1 _l_> 



wo 94/00466 



PCT/FR93/00653 



15 

analyse indique egalement des liaisons 1-4 entre les 
diverses glucosamines. Les conditions de methylation pro- 
duisant 1 • elimination simultanee des groupes esters 
(acetates et carbamates), la position de ces groupes ne 
5 peut etre etablie par cette methode, Toutefois, les com- 
posants majeurs des fractions A et B sont bi-carbamyles / 
alors que les especes depourvues de substituants 
carbamyle sont en minorite. 

EXEMPLE 4 : TEST DE CROISSANCE DES POI LS RACINAIRES (Hal) 
10 ET DE DEFORMATION DES FOILS RACINAIRES (Had) PROVOOTTES 

PAR LES FACTEURS NOD SULFATES ET NON SULFATES DE 

RHIZOBIUM NQR234 SUR MACROPTILIUM ATROPURPUREUM. MEDTCAGO 

SATTVA. VTCIA SATI VA, ET VIGNA UNGUTCULATA. 

Les deux fractions A et B, (sulfatee et non 
15 sulfatee) ont ete separees par chroma tographie HPLC en 

phase inverse selon le protocole decrit dans 1 ' exemple 2, 

et ont ete testees separement pour leur activite biolo- 

gique . 

Les tests Had (deformation des polls 

20 racinaires) sur M. sativa et Hai (proliferation et 
recourbement des polls racinaires) sur V. sativa ont ^ete 
effectues comme decrits par ROCHE et al . [Cell,, 76, 1131 
(1991)]. Dans les tests Had pour Macropt ilium et Vigna, 
des plantules steriles sont placees dans des tubes 

25 Eppendorf modifies (dans lesquels le bouchon et une 
partie du fond ont ete enleves), et les tubes Eppendorf 
contenant les plantules sont suspendus dans des tubes 
test dont le fond est peint en noir afin de proteger les 
racines de la lumiere, de fagon a ce que I'extremite des 

30 racines soit en contact avec 10 ml de milieu B + D. Apres 
une incubation de 60 heures ( 16 heures de jour, 30 'C ; 8 
heures de nuit 20 *C), les racines sont enlevees, colorees 
au bleu de methylene, et examinees sous microscope a 
inversion. Les systemes racinaires montrant clairement 

35 des branchements ou des recourbement s (ramifications 
prolifiques ou recourbement s a plus d ' un endroit du 
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systems racinaire) sont indiques comme Had^ . Les racines 
recouvertes de poils racinaires sont indiquees comme 
Hai"^. 10 plantes ont ete utilisees pour chaque traitement 
et dilution. En outre, 40 (Macropt ilium et l^igna) et 50 
5 (Medicago et Vicia) plantules sont utilises comme plantes 
de controle (cuitivees sur milieu seul) , afin d*estimer 
la variabilite intrinseque d ' une plante a 1' autre des 
caracteres Had et Hai . 

Les resultats sont representes au tableau I 

10 ci-apres. Ces resultats montrent le nombre de plantes 
(sur 10) qui montrent une activite Had ou Hai positive. 
Les nombres sont suivis par ^ quand la proportion de Had"^ 
ou Hai"** est signif icativement plus elevee (probabilite 
P = 0,05) parmi les plantes traitees que parmi les 

15 controles (analyse faite en utilisant le test de Fisher) . 

- NodRm-IV(Ac, S) est le facteur Nod sulfate 
majeur de la souche R. meliloti 2011. II est utilise 
comme controle positif de 1' activite Had sur Medicago . 

- NodRm-IV(Ac) est un facteur Nod non-sulfate 
20 de mutants NodH" de R, meliloti, II est utilise comme. 

controle posifif de 1' activite Hai sur Vicia, 



25 



30 
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TABLEAU 1 



25 
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30 nt = non teste. 
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Dans les tests de deformation des polls 
racinaires (Had) effectues sur des plantes hotes de 
NGR234, les deux groupes de facteurs NodNGR sent actifs a 
des concentrations aussi faibles que 10~-^^M/10~-^-'-M sur 
5 Macroptilium et lO'^^M/lO'^^j^ vlgna. En outre, sur 

Vigna, les facteurs NodRm induisent non seulement des 
deformations du chevelu racinaire, mais egaiement 
1' apparition de nombreux polls racinaires, ainsi que leur 
recourbement (Hal) . 
10 Les facteurs NodRm sulfates obtenus a partir 

de R. meliloti sont Had**" sur Medicago sativa, et Hal" sur 
Vicia sativa supsp. nigra. Au contralre, les facteurs 
NodRm non sulfates secretes par des mutants NodH* de R. 
meliloti sont Had"" sur medicago et Hai"^ sur Vicia. De 
15 maniere Interessante , les facteurs NodNGR sulfates et non 
sulfates, presentent une activlte biologique sur ces deux 
legiimlneuses . Les facteurs NodNGR sulfates sont 10000 
fols plus actifs que les facteurs non sulfates sur 
Medicago, et provoquent la deformation du chevelu 
20 racinaire a des concentrations Inferieures a 10"*^-^ 
molalre. Les facteurs NodNGR sulfates different des 
facteurs NodRm sulfates par de nombreux criteres : par 
exemple, la presence de groupes carbamyle et d'un resldu 
methyl-f ucose, la localisation du groupe sulfate sur le 
25 fucose au lieu de la glucosamine, 1 'absence de double 
liaison conjuguee sur la chaine acyle substituant 
1' azote, et la presence d'un groupe methyle substituant 
1' azote. Cependant, les deux types de facteurs" sont 
actifs sur Medicago, et leur activite dlminue d' environ 
30 10.000 fols quand le groupe sulfate est enleve, ce qui 
demontre que Medicago est tres sensible aux facteurs Nod 
sulfates. • Au contraire, chez Vicia, les composes non 
sulfates sont plus actifs, et la deformation du chevelu 
racinaire esc observee a des concentrations inferieures a 
35 lO'^^M. 
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R E VEND I C ATI ONS 
1) Facceur Nod, denomme facteur de type NodNGR 
de formule generaie (I) ci-apres : 



10 




15 

dans laquelle : 

- R]_, R2 et R3 representent un atome 
d'hydrogene, ou un groupe carbamyle ou un groupe 

2 0 acetyle ; 

- Rq represente la chaine aliphatique d'un 

acide gras ; 

- n esc compris entre 1 et 4 , 
et caracterise en ce que : 

25 - ■ un ou plusieurs des substituants R]_ , R2 ou 

R3 est un groupe carbamyle, et/ou 

- R4 represente un groupe luethyle , et/ou 

- Rg represente un monosaccharide ou un oligo- 
saccharide, eventuellement substitues, lies a la glucosa- 

30 mine par liaison glycosidique . 

2) Facceur Nod selon la- Revendication 1, 
caracterise en ce que R5 represente la chaine aliphatique 
d'un acide gras en C;l0-24' preference C3_4_20- 

3) Facceur Nod selon la Revendication 2, 
35 caracterise en ce que represente la chaine aliphatique 

de 1' acide vaccenicue ou de 1' acide palmitique. 
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4) racteur Nod selon I'une quelconque des 
Revendicacions i a 3, caraccerise en ce que Rg esc choisi 
parmi le groupe de monosaccharides comprenant le fucose 
et i'arabinose, evencueliemenc substitues, 
5 5) Facceur Nod selon la Revendication 4, 

caraccerise en ce que Rg repond a la formule generale 
(II) : 
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dans laquelle : 

- R7 et ?.Q represent ent un atome d'hydrogene, 
un groupe acetyle ou un groupe sulfate. 

2 0 - Rt_o represence un atome d ' hydrogene ou un 

groupe methyle. 

6) Facceur Nod selon la Revendication 5, 
caraccerise en ce que R7 est un acome d ' hydrogene et R3 
un groupe sulface.' 
25 7) Facceur Nod selon la Revendication 5, 

caracterise en ce que R7 esc un groupe acetyle et Rs un 
atome d' hydrogene. 

8) Facceur Nod selon la Revendication 5, 
caracterise en ce que R7 et Rg sont tous deux des atomes 

3 0 d' hydrogene. 

9) Precede de production de facteurs de type 
NodNGRi; selon I'une quelconque des Revendications 1 a 8, 
leauel procede esc caraccerise en ce qu'il comprend une 
etaoe au cours de laquelle on procede a la culture d ' au 

35 moins une souche de Rhizobiacee produccrice desdits 
facceurs Nod, ec une ecape au cours de laquelle on 
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precede a la purification desdits facteurs NodNGR a 
partir de la culture. 

10) Precede selon la Revendication 9/ 
caracterise en ce que ladite souche est une souche 
5 surproductrice de facteurs NodNGR, comprenant au moins un 
plasmide portant un ou plusieurs genes de regulation nodD 
de Rhizobiacees choisies dans le groupe comprenant les 
genres Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, 

Sinorhi zobi um . 

10 11) Precede selon la Revendication 10, 

caracterise en ce que ledit plasmide resulte de 
1' insertion d'un fragment £;coRI-PstI comprenant le gene 
de regulation nodDl de la souche NGR234 dans le plasmide 
PRK7 813. 

15 12) Precede selon une quelcenque des revendi- 

cations 9 ou 11, caraccdrise en ce qu'il cemprend en 
outre, une etape au cours de laquelle on extrait, a 
partir ' de ladite culture de Rhizobiacees, une ou 
plusieurs fractions comprenant les facteurs de type 

2 0 NodNGR . 

13) Precede selon la Revendication 12, carac- 
terise en ce que les facteurs de type NodNGR sent 
extraits a partir du surnageant de culture, par 
absorption sur une colonne de silice sur laquelle sont 

25 greffes des groupements hydrophobes, suivie d'une elution 
par du methanol , 

14) Plasmide recombinant pour la mise en 
oeuvre du precede selon la Revendication 10, caracterise 
en ce qu'il cemprend un ou plusieurs genes de regulation 

3 0 nodD de Rhizobiacees choisies dans le groupe comprenant 

les genres -Rhizojbium, Azorhizobium, Brady rhizobium, 
Sinorhi zobium. 

15) Plasmide recombinant selon la 
Revendication 14, denomme pA28, caracterise en ce qu'il 

35 resulte de 1' insertion d'un fragment EcoRl-Pstl 
comprenant le gene de regulation nodDl de la souche 
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NGR234 dans le plasmide pRK7813. 

16) Souches de Rhizobiacees surproductrices de 
facteurs de type NodNGR, pour la mise en oeuvre du 
precede selon la Revendication 10, caracterisees en ce 

5 qu'elles contiennent au moins un plasmide recombinant, 
selon I'une quelconque des Revendications 14 ou 15. 

17) Agent de traitement de plantes caracterise 
en ce qu'il comprend en tant que constituant actif, au 
moins un facteur de type NodNGR ou un melange de facteurs 

10 de type NodNGR, selon I'une quelconque des Revendications 
1 a 8. 

18) Agent de traitement des plantes, selon la 
Revendication 17, caracterise en ce qu*il comprend en 
outre d'autres facteurs Nod. 

15 19) Agent de traitement de plantes selon la 

Revendication 17, caracterise en ce qu'il est inclus dans 
un support solide, ou formule sous la forme d'une 
composition d'enrobage de graines ou d'une solution ou 
suspension aqueuse pour pulverisation. 

2 0 20) Agent de traitement de plantes selon la 

Revendication 17, caracterise en ce que le facteur de 
type NodNGR ou chacun des constituants du melange -de 
facteurs de type NodNGR est present a une concentration 
comprise entre 10"^ M et 10"^^ M. 

25 
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